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(57) Abstract 

A cosmetic or phannaceutica] and paiticulaily dcnnatologica] onnpositioaii including, as the active ingredient, an extract <^ plants of 
gemis Foetidia, and partxnilariy of species Foetidia afncana, preferably in an amount of 0iX)01-3 wt % based on the total weight of die 
final composition. Said composition has tf>e property of stimulating die pnxhiction of gilycosaminoglycans in die skin, bodi in die demiis 
and in die ^idennis, and may be used for skin and hair care, in particular given its moisturising activity. Said extracts may also be used 
for stimulatfaig glycosaminog^^can syndiesis in ceU culture media, particularty keiatinocyte and fibroblast culture media. 

(57)Abr^ 

L'bvention omceme une ccmiposition cosm^tique ou phaimaccutique notamment demiatologique. Oitc composition comprend k 
tilre d'ingrgdient actif un extiait de plantcs du genre Foetidia. en paiticulier de I'espto Foetidia afncana, de pi€f&cnce contcnant de 0,0001 
% ^ 3 % en poids par ra(^>mt au poids total de la composition finale Ccttc composition pitfsente la ptopiiM de stimuler la production 
de glycosaminoglycanes dans la peau, tant au niveau du demie qa*k cehii de T^demie, et peut are utUisfe pour k soin de la peau tt 
des cheveux, en paiticulier pour son activity hydiatante. L'invention coocerne 6galement rutilisation des memcs extnuts pour stimuler la 
syndite des glycosaminoglycanes dans des milieux de cultures de celhdes, en paidcidier de ktotui^^ 
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GbS? FDETIDlf "^^'^"^ °" PHARMACEUTIQUE CONTENANT UN EXTRAIT DE PLANTES DU 



5 L'invcntion conccmc cssenticUcmcnt unc composition cosin6tiquc ou 

phannaccutique, notammcnt dcnnatologique, comprenant commc ingredient actif 
un extiait de plantes du genre Foctidia, en particulier de I'especc Foetidia afiicana. 
L'invcntion conccme aussi une utilisation d'un tel extrait pour la fabrication d'une 
composition cosm6riquc ou phannaccutique et notammcnt dcnnatologiquc ayant 
10 divciscs activitcs et unc mdthode de traitcmcnt cosmdtique. 

Ellc conccme cgalcment unc utilisation du mcme extrait dans des 
milieux de culture de cellules, en particulier dans les milieux de culture de 
fibroblastes et de keratinocytes. 

Les plantes du genre Foetidia, de la famille des Lecythidacces, se 
15 rcncontrent geneialemcnt a Madagascar et dans d'autres ilcs de rOc6an Indicn. On 
cn tiouvc cgalcment quelques esp^ces sur le continent a&icain. 

Pamii les csp^ du genre Foctidia decrites dans diveises publications, 

citons : 

-Foetidia afiicana, pr&cnte cn Tanzanie (B. Vcrdcourt, Kcw Bulletin 
20 1985,40X3)635-636), 

-Foctidia roauritania (LC Chapuis et al^ Ethnophaimacol. 1988. 23 

273-284), 

-Foetidia rodrigucsiana. prcsente dans les Ilcs Mascaiincs dc I'Occan 
Indicn (F. Fricdmann, Adansonia, 1981, 2Q (4) 439-50), 

25 -Foctidia dracaenoides, Foctidia parviflora, Foetidia dclphincnsis, 

Foctidia cuncata, Foetidia ptcrocaipa. Foctidia copuionii, Foetidia rubcscens, 
Fbetidia vohcmarcnsis, Foctidia sambiiancnsis, Foctidia maciocaipa, toutcs 
picscntcs k Madagascar (J. Bosscr, Bull. Mus. Nat. Hist. Nat., Sect. B. Adansonia 
Bot. Phytochim, 1988 IQ (2) 105-120). 

30 Dans Ic cadre dc la pi&cntc invention, il a €t6 decouvcrt dc fagon 

inattcnduc que des cxtraits de la plante du genre Foctidia pr£scntaicnt un int£iet 
pr&icux cn cosmctique, en pharmade, notammcnt cn dermatologic, par la 
pmpn6t6 de stimulation dc la production dc glycosaminoglycanes par les 
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fibroblastcs et Ics kfratinocytcs, en particulier Ics fibroblastes du denne, 
notamment du denne humain^ ct Ics kenitinocytcs humains. 

Or, I'homme de Tart sait que les proteoglycancs, constitu6s pour partic 
de glycosaminoglycanes, sont des macromolccules complexes fornixes d*unc partie 
5 proteiquc sur laquelle sont grcffees par des liaisons covalentes des polymcres de 
disaccharidcs dcnommcs glycosaminoglycanes (GAG). Ceci est en particulier 
d&rit dans Touviagc de E.D. HAY ayant pour titrc "Cbll Biology of Extracellular 
Matrix", pani chcz Plenum Press. New York en 1991 et dans la publication de J. E. 
SILBERT, ayant pour titrc "Structure and Metabolism of Proteoglycans and 

10 Glycosaminoglycans", panic dans L Invest, E>ermatol.,1982, 79, pages 31s-37s. 

On sait egalement que I'unite disaccharidique des GAG est fonn6e 
d'une hexosamine (D-glucosamine ou D-galactosaminc) asscz souvent sul&t^c 
alternant avec un acidc uronique (D-glucuronique ou L-iduroniquc). Les chaines 
de GAG les plus frequcmment rcncontrccs au niveau de la pcau sont Tacide 

15 hyaluronique, les chondroltines^ et -6 sulfate, Ic dcnnatane sulfate et en faible 
quantite Thcparinc ct Thepaiane sulfate. Seul Tadde hyaluronique rfest pas 
S3aith6tis6 en liaison a une protcine ccntrale. 

Les proteoglycancs sont presents cn paiticulicr dans tous les tissus de 
mammiffercs, y compris dans la pcau ct scs annexes (J.R. COUCHMAN, J. Invest. 

20 Dermatol. 1993 Jul. Ifil (1 Suppl) 60S-64S). D est maintenant admis que les 
proteoglycancs contribuent, par diff6rents processus, a la croissance, a la preser- 
vation et i la reparation des tissus. II a ete montre que certains proteoglycancs sont 
des mcdiatcurs de Tadhesion ccllulairc et de la communication transmcmbranairc, 
tandis que d'autrcs interagisscnt avec d'autres elements de structure de la matrice 

25 cxtraccllulaire. Comme ccla a 6t6 dit plus haut, les proteoglycancs sont constitucs 
d'unc protdinc ccntrale a laqucUc sont liccs dc manicrc covalcntc unc ou plusieurs 
chaines glycosaminoglycanes. Ainsi, les glycosaminoglycanes sont prfiscnts au 
niveau dermique, participant a la composition dc la matrice extraccUulairc et ont 
6t6 trouv6s lids a certains sites des fibres dc collagfcnc, comme ddcrit par J. E 

30 SCOTT dans Int. J. Biol. MacromoL, 1991, 13. pages 157-161. lis ont egalement 
etc identifies entrc les kdratinocytes au niveau de Tdpidermc comme dccrit par J. 
G. HAGGERTY et al. dans la revue J. Invest. Dermatol., 1992, 22» pages 374- 
380, 22 pages 374-380. Enfin, des glycosaminoglycanes ont et6 trouv& dans la 
matrice extraccUulairc de la papillc dcrmique du foUiculc pilcux. Leur quantite 
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varic cn fonction du cycle pilaire. Ellc aitcint un maximum durant la phase 
anag^ne conrcspondant a la croissancc du cheveu. En cc qui conceme Ics 
prolcoglycancs ct Ics glycosaminoglycanes des foUicuIcs pilcux, on pouna sc 
reporter en particulier a la publication dc J.R. COUCHMAN citee plus haut, ct a 
5 celle dc M, TAYLOR ct al., "Glycosaminoglycan synthesis by cultured human hair 
follicle dermal papilla cells : comparison with non-foUicular dennal fibroblasts", 
Brit. J. DennatoL 1992 (May) 126 (5) 479-84, On notera qu'il a etc dcmontrc que 
Ic minoxidil, substance bien connue pr6sentant une certaine activite sur la 
croissancc cl la repousse des chevcux, stimulaii la biosynthcsc des 

10 glycosaminoglycanes (Y. MORI et al.. Ann. N.Y. Acad. Sci., 1991 (Dec. 26) 642 
,473-5). Les observations des auteurs pr6c6demment cites, combinces a d'auircs 
prcuves cliniques, suggcrcnt que Ics glycosaminoglycanes participent a la 
regulation de la croissancc des chevcux. 

Lcs GAG, par Icur propricte premiere de s'associer fortemcnt a des 

15 molecules rfcau ct de former des gels, assurent Thydratation du denne et de 
rcpiderme. Une peau bien hydratce est gage d'une bonne apparencc, d'un ctat 
physiologiquc ct fonctionncl satisfaisant, avec notamment dc bonnes proprictcs 
mficaniques. La diminution des GAG au cours du vieillissement cutanc a ete 
montrec par dc nombrcux auteurs (conmie par cxcmplc : SMITH ct al. dans J, 

20 Invest. Dermatol., 1962, 39, pages 347-350 ; ou FLEISCHMAJER ct al. dans 
Biochim Biophys. Acta, 1972, 279, pages 265-275 ; ou encore par LONGAS ct al. 
dans Carbohydr. Res., 1987, 159, pages 127-136). 

II est done intcressant de stimulcr la synthtec des glycosaminoglycanes 
afin notamment de rendre a une peau prcsentant une d6ficiencc au niveau dc ses 

25 proprictes mecaniques ou de sa barriere hydrique, telle qu'une peau deshydratee ou 
agce, les qualitcs et lcs proprictcs d'une peau norraale et jcune, ou dc prevenir ou 
traiter lcs troubles dc la croissancc des cheveux, ou encore de restaurer ou renforcer 
r&:lat et la souplcsse d*une chevelure. 

Ainsi, la prescnte invention a pour but principal de resoudre Ic nouveau 

30 problfeme technique consislant cn la foumiture d'une solution permcttant de 
stimulcr la production dc glycosaminoglycanes par lcs cellules cutanfes, 
notanmient lcs cellules cutanees humaincs, tcllcs que les fibroblastes ou lcs 
k6ratinocytes, production qui est particulicrcmcnt precieusc dans le cadre de la 
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fabrication de pioduits traitants cosm£tiques ou phaimaceutiques ct notammcnt 
deimatologiques. 

La presentc invention a encore pour but de resoudre le nouveau 
problemc technique consistant en la foumiturc d'une solution pcrmcttant de realiser 
5 une bonne hydratation du tissu cutanc incluant la peau ct les muqueuses, unc 
amelioration dcs qualit6s mecaniqucs de la peau et des pbanires, un 
embellisseroent de la chevelure, ainsi qu'une prevention ou un traitement des 
dcsordrcs de la croissancc des chcveux, dHine manicrc simple, fiable ct peu 
coiiteuse, utilisable a I'&hcUe industriellc cosmctique et phaimaccutiquc. 
10 Ces nouvcaux problcmcs techniques sont r£solus pour la premiere fois 

simultanement par la presente invention. 

Ainsi, selon un premier aspect, la presente invention foumit unc 
composition cosmctique, caractcrisce en ce qu'elle comprcnd a titre tfingrcdicnt 
actif un cxtrait de plantes du genre Foetidia, en paiticulier de Tespcce Foetidia 
15 africana. 

Scion un deuxicme aspect, Tinvcntion foumit unc composition 
pbarmaceutique, notammcnt deraiatologiquc, h usage topique, caractcrisce cn cc 
qu'ellc comprcnd a titrc d'ingrcdient actif un cxtrait de plantes du genre Foetidia, 
en particuHer de Tesp^ce Foetidia a&icana. 

20 Scion un mode de realisation avantageux, conespondant a ces deux 

aspects, cctte composition comprcnd de 0,0001 % a 3 % en poids, ct en particulier 
de 0,001 % a 1 % en poids, d'extrait pr&it^ de Foetidia par rapport au poids total 
de la composition finale* 

Scion un autre mode de realisation avantageux de Tinvention, la 

25 composition est formulee pour unc application topique, cn particulier unc 
application topique cutan6c incluant la peau ct les muqueuscs, pour realiser dcs 
produits dc soins cosmctiqucs ou dcrmatologiqucs ou dcs produits de maquillage 
traitant, tels que mascaras ou rouges i livres. 

Scion un autre mode de realisation avantageux de Tinvention, cctte 

30 composition est caract6ris6e en cc qu'clle comprcnd, cn outre, au moins un 
principe actif, cn particulier choisi parmi Ic groupc consistant des relinoides, dcs 
agents humcctants ou hydratants, des vitamincs, dcs ccramides, dcs substances 
favorisant la synth^ de coUagcnc ct des acides amines. 
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Selon cc mode de realisation paiticulier, la composition est 
avantagcuscmcnt caractcris6c en cc que Ic retinoidc pr6cit6 est choisi paimi Tacidc 
rctinoique et scs scls et esters, le r6tinaldehydc, et le retinol et ses esters, tels que 
propionate, palmitatc, acdtate ; I'agcnt humectant ou hydratani prccitc est choisi 
5 paimi le glyc6Tol» un poIy6thylcneglycol et Tacide hyaluronique ; la vitamine 
pr£cit£e est choisie parmi la vitamine A» la vitamine C et ses derives, en paiticulier 
ses sels sodiques ou de magnesium, la vitamine £, la vitamine PP, et les vitamines 
du groupe B en paiticulier B6 et B12 ; la substance favorisant la synthese du 
collagene est choisie parmi un extrait de centella asiatica, le madecassoside, I'acide 

10 madecassique, I'acide asiatique et Tasiaticoside ; et Tacide amine est cboisi parmi la 
serine, la threonine, la leucine, la proline el Thydroxyproline. 

Selon unc autre variante avantagcusc de Tinvcntion, sc situant plus 
particulicrcmcnt dans Ic cadre dcs soins ou des traitcmchts des chevcux, la 
composition cosmetique ou pharmaceutique, notamment dermatologique scion 

15 i'invcntion, comprend en outre au moins une autre substance active, en une 
concentration efficace, choisie parmi la quinine ou ses deriv6s ; un rub6fiant tel 
que le nicotinate de methyle ; un sumageant de culture de fibroblastes de papilles, 
tel que dccrit dans le document EP-A-272920 ; un hydrolysat de Mratine ; un 
oligo-element tel que zinc, selenium, cuivre ; un alcalolde bisbenzyliso- 

20 quinolfiique tel que Toxyacanthinc ou la ccpharanthinc ; un inhibiteur de 5-a- 
reductase tel que la progesterone ; Tacetate de cyprot6rone, le minoxidil, Tacide 
azclaiquc et scs derives ; un 4~methyl-4-a2astcroide, en particulicr la 17-p-N,N- 
di6thylcarbamoyl-4-m6thyl-4-a2a-5-a-'androstan-3-onc ; ou encore un extrait 
de Serenoa lepens. 

25 Scion encore un autre mode de realisation avantageux de invention, 

Tcxtrait pr6cit6 de Foetidia, en particulicr de Foetidia a&icana, est uri extrait 
d'^coice de tronc. 

Scion encore un autre mode dc realisation avantageux, Tcxtrait pr6cit6 
de Foetidia est un extrait obtenu par extraction avec un solvant polairfe, ou un 
30 melange de solvants polaircs. Dc preference, on utiliscra un alcool tel que Ic 
methanol, T^thanol, le propanol, Tisopropanol, le propylencglycol ou le 
butylfencglycol, ou un melange dc ces alcools ou encore un melange hydro- 
alcoolique. 
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Dans ce cadre, les procedures d'cxtraction classiqucs bicn connues dc 
Thommc dc Tart pcuvent etrc utilis6es. En particulier, I'cxtraction pent ctrc r£aliste 
sur le mat^au broy^, dc preference une poudrc d'6corcc dc tronc obtenue par 
broyagc, que I'on introduit dans Ic solvant d'cxtraction, dc preference constitue par 
5 Ic solvant ou le melange dc solvants polaires prccit6s. Uextraction pcut ctrc 
renouvel6e plusieurs fois jusqu'a 6puisemcnt du matcriau, conformcmcnt aux 
proc&l£s bien connus dc Thonune dc Tart. Uextxaction pcut ctrc rcaliscc a la 
tempciature ambiante, ou a chaud et notammcnt au reflux du solvant. La 
proportion en poids entre le solvant et le matcriau a extraire pcut varier dans dc 
10 largcs limitcs et par exemple ctrc comprise cntrc 1 : 1 ct 10 : 1. 

Scion encore un autre mode dc realisation avantageux, Textrait pr6dtc 
dc Foetidia est un extrait enrichi en saponincs. 

L'enricbissement de Textrait cn saponines pcut ctrc obtenu au moycn 
de tout proced6 connu dc Thommc de Tart, cn particulier par precipitation dc 
15 Textrait au moycn dc Tacetonc cn milieu alcooliquc, dc preference cn milieu 
methanolique. 

Scion un autre aspect, ['invention conceme egalcment I'utilisation d'un 
extiait dc plantes du genre Foetidia, en particulier de Tcspfecc Foetidia africana, 
Icdit extrait ctant dc preference incorpore dans un excipient cosmetiquement ou 

20 pharmaceutiqucmcnt acceptable, pour la preparation d'unc composition 
cosmetiquc ou pharmaccutique ct notammcnt demiatologique a usage topique, cn 
particulier ayant une activite de stimulation dc la production dc glycosamino- 
glycanes dans la pcau ct les muqucuscs, cn particulier dans le dcrmc et dans 
repiderme, favorisant la retention d'cau dans la pcau, presentant une activite 

25 hydratantc, un cEfct tcnscur attenuant le relief cutane et les ridules supcrficicUcs, 
contribuant a renforcer la fonction dc barrierc dc la pcau, dcstince notammcnt a la 
prevention ou au traitement des peaux s&ches ou deshydratees, au traitemcnt des 
effets du vieillissement cutane, a la prevention et ^ la lutte contre I'apparition des 
vcrgcturcs, k Tameiioration dc I'aspect de la pcau et de la chevclurc, a la prevention 

30 ct au traitement des desordres dc croissance des cheveux. 

Dans les applications du domaine pharmaccutique ou dermatologiquc, 
a usage topique, les compositions dc Tinvention sont destinces a la prevention ou 
au traitement des peaux scches ou deshydratees ct/ou a la prevention ct a la lutte 



wo 97701345 



PCT/FR96AN)997 



7 



contre I'apparition des vcrgcturcs et/ou a la prevention et au traitement dcs 
desordres des cheveux. 

Divers modes de realisation dans le cadre de cette utilisation risultent 
dairemcnt de la description preccdentc qui a ct6 faite relativement a la 
5 composition, ainsi que de la description suivante et notammcnt en relation avcc Ics 
exemples. 

Scion on autre aspect, la prcsente invention couvre encore un precede 
de traitement cosm6tiquc de la peau, dcs muqueuses, telles que Ics levres, ou des 
phancrcs, en particulier dcs cheveux, caract£ris6 en cc qu'il comprend Tapplication 

10 topiquc sur Ics zones dc la pcau, dcs muqueuses ou du scalp a traitcr, rfunc 
composition contenant un cxtrait dc plantes du genre Foetidia, en particulier dc 
I'cspecc Foetidia africana, present dans laditc composition a unc concentration 
cosmetiqucment efficace . 

Divers modes de realisation de cc precede resultcnt egalemcnt 

15 dairemcnt dc la description prcccdente, ainsi que dc la description suivante, 
notammcnt en relation avcc Ics exemples. En particulier, la concentration dc 
Pcxtrait de plantes du genre Foetidia dans la composition prcdtee est comprise 
cntrc 0,0001 % et 3 % cn poids, notammcnt cntrc 0,001 % ct 1 % en poids, par 
rapport au poids total dc laditc composition, Icdit cxtrait ctant dc preference 

20 incorpore dans un cxcipient cosmetiqucment acceptable. 

En6n, scion un autre aspect, la prcsente invention couvre encore un 
proccdc de traitement thcrapcutique dc la pcau, des muqueuses ou des phancrcs, cn 
particulier des cheveux, caractcrisc en cc qu'il comprend Tapplication topiquc sur 
Ics zones dc la pcau, dcs muqueuses ou du scalp a traitcr rfunc quantite 

25 th6rapeutiquement efficace d'un cxtrait dc plantes du genre Foetidia, en particulier 
dc Fespecc Foetidia africana, 

Diveis modes dc realisation dc cc proc6de dc traitement thcrapcutique 
^paraisscnt dairemcnt pour un hommc dc Part, 6galcmcnl dc la description 
prccCdcntc ainsi que de la description suivante ct notammcnt cn inference aux 

30 exemples. Dans le cadre du traitement thcrapcutique, Ic praticicn sail g6n6ralemcnt 
adapter la dose a appliquer cn fonction dc la condition a traitcr. Cfependant, cn 
gcn6ral on appliqucra de 0,0001 % et 3 % cn poids, notammcnt cntre 0,001 % ct 1 
% cn poids, dc Textrait dc Foetidia pr6cit€ inclus dans un cxdpient 
pharmaccutiqucment acceptable foraiant ainsi unc composition phannaccutiquc, 



wo 97701345 



8 



PCT/FR96/00997 



iedit pourcentage en poids dudit extrait etant donn6 par rapport au poids total de la 
composition finale. 

Comme il a 6te indique pr6c£demnient, rinvention est basee sur la 
decouvertc inattendue qu'un extrait dc plantcs du genre Foetidia stimule la 
5 production de glycosaminoglycanes par des cellules de la peau» en particulier par 
des fibioblastes et des kdratinocytcs, en etant ainsi particulierement utile pour la 
fabrication de produits traitants cosmdtiques ou phannaceutiques et notamment 
deimatologiques. 

Ainsi, rinvention conceme egalement Tutilisation d'un extrait de 

10 plantes du genre Foetidia en particulier de Tespcce Foetidia africana comme agent 
cosm£tique. Cet agent permet notamment de stimuler la production des 
glycosaminoglycanes par les fibroblastcs et les kcratinocytes, en particulier les 
fibroblastes du derroe, notamment du derme humain et les keratinocytes humains. 

II peut ctrc incorporc dans une composition cosmetique qui favorise la 

15 retention d'eau dans la peau et/ou prcsente une activitc hydratante ei/ou un cffet 
traseur att6nuant le relief cutane et les ridules superficielles, contribuant h 
rcnfoicer la fonction de barriere de la peau et/ou traite les effets du vieillissement 
cutane et/ou am£liore Taspect de la peau et/ou de la chevelure et/ou favorise la 
croissance des cheveux. 

20 Cette composition peut egalement ctre desiince a la prevention ou au 

traitement des peaux scches ou deshydratces et/ou a la prevention et a la luttc 
contre Tapparition des vergetures. 

Ce mcme agent sera Egalement utilisable comme agent th6rapeutique 
notamment en dermatologie. 

25 Dans ces deux types ^applications, Thomme de Tart comprend 

ais6ment que diverses formes de formulation peuvent etre rfalisees. En outre, il est 
£qpparent quHme des formes les plus utilis£es est une forme topique adapt6e pour 
etre appliquee sur le tissu cutan£ incluant la peau et les muqueuses extemes ou 
internes. Les formulations topiques appropri6es incluent sans limitation, des 

30 Emulsions, des cremes, des laits, des baumes» des gels, des lotions, des ovules, ainsi « 
que des compositions de maquillage traitantes telles que mascaras, rouges i l&vres, 
ces divers types de formulation etant bien connus de Thomme de Tart. 

Enfin, scion un dernier aspect, la presente invention conceme 
egalement un procede de traitement de cellules, en particulier de fibroblastes ou de 
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keratinocytcs. cn culture, par une concentration cfficace d-un cxtrait de plante du 
genre Foetidia, en particulicr de Tcspccc Foctidia africana pour obtcnir une 
stimulation de la s>'nthcse des glycosaminoglycancs. 

Ainsi, dans le cadre par exemple de la preparation de peau artifidelle, 
5 en particulier de dcnne aitificiel, par culture de cellules, selon les techniques bien' 
connues dc I'homme de Tart, on obtient grace au proc6d6 de rinvcntion une peau 
ou un dermc aitificiel de tiis bonne qualite, particuliferement en cc qui conccmc les 
piopii£t6s biomecaniques. . 

Suivant une variante pr6f6r€e de mise en oeuvre du proc^dc prccite, on 
10 traite la culture de cellule avec un cxtrait de plante du genre Foctidia, en particulicr 
de i'espcce Foetidia afiicana, a une concentration comprise entre 03;/gAnI et 
30;tg/ml de milieu de culture. 

Suivant une autre variante avantageuse, le milieu de culture comprend, 
en outre, une ou plusicurs parmi les substances suivantes : glucosamine, galaaos- 
aminc, L-prolinc ct 4-hydn)xy-L-pn>Iinc, Icsdites substances pouvant ctre 
chacunc pi^scntes h une concentration comprise entre 2 et 10 mM, ou bien encore, 
le mUieu de culture peut contem'r de I'acide ascoibiquc ou Tun de scs derives a unc 
concentrarion non-cytotoxiquc, en particulier comprise entre 0,001 mM ct 
0,5 mM. 



15 



20 



D'autres buts, caraacristiqucs ct avantages dc I'invcntion apparaissent 
daircment a I'homme de I'art, cgalement h paitir de la description explicative qui 
va suivre, faite cn leKrence a plusicurs exemples de realisation domife simplcmcnt 
a titre d'iUustration, et qui ne sauraient done cn aucunc faqon limiter la poitee de 
rinvcntion. Dans les exemples les pourcentagcs sont indiques cn poids, sauf 
25 indication contraire. 

Exemple 1 ; 

figBaiation d'un cxtrait d'^cofce ri.. t^r>n de FnetiHia :.frfcana fcxtrair T^> 

A paitir d'ecorces de tronc de la plante Foetidia a&icana piovcnant dc 
Tanzanie, on rfelise aprfes scchagc une poudre par broyagc. On prend par exemple 
49 g de cette poudre d'ecorces de tronc que I'on met a macerer pendant 1 h 30 dans 
500 ml de methanol que I'on porte cnsuite a Ebullition pendant 3 h. Aprte 
re&oidissemcnt. on filtre. Le filtrat (6,5 g) est Uch6, repris par 50 ml de methanol 
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auquel on ajoute ensuite 250 ml d'ac6tone. U se foime un precipite que Ton separe 
par filtration. 

Le precipite est scchc sur un solide dcshydratant tel que de la potassc 
(23 g). On prend 2 g de cc predpite sec et on effectuc unc dialyse pendant 4 jours 
5 contrc 20 ml d'cau. Ensuite on lyophilisc. On obticnt ainsi 724 mg d'un extrait 
lyophilis6 selon Tinvention d6noxam€ extrait Il» qui constitue un extrait enricbi en 
saponines que Ton testera ulterieurement. 

Exemple 2 : 

10 Preparation d'un extrait d'gcorces de tronc de Foetidia africana f extrait 12\ 

On part de 100 g de poudre d*ecorces de tronc de Foetidia africana, 
recoltees en Tanzanie que Ton a obtenuc par broyage et que l*on introduit dans 1^ 1 
de methanol en vue dc Tcxtraction. On porte a reflux pendant 1 h. On proccde a 
Tepuisement de la poudre d'ecorce 3 fois de suite avec les memes quantites de 

15 solvant neuf. On filtre a chaque fois et on regoupe les 3 filtrats obtenus, puis on 
concentre k Tevaporateur rotatif jusqu*a Tobtention d'un extrait sec, denomme 
extrait 12 selon Tinvention. 

20 Mise en evidence de I'activite de stimulation de la production dc glvcosamino- 
glvcanes par des fibroblastcs humains. avec I'extrait II dc rexemple 1. 

On dccrit ci-dessous le test utilise pour mettre en evidence unc aaiviic 
de stimulation de la production de GAG par des fibroblastcs. Ce test in vitro est, 
par ailleurs» reconnu fiable et significatif pour Thomme de metier. 

25 

- Principe de ressai : 

On utilise des fibroblastcs de derme huroain que Ton incube avec de la 
glucosamine tritiee avec ou sans le produit a tester. Puis, sur les sumageants de 
culture, on separe par hydrolyse enzymatique, au moyen de la pronase, la partie 
30 prot6ique des proteoglycanes formes pour isoler les GAG (ayant incorpore la 
glucosamine radiomarquce) que Ton pr6cipite au moyen de chlonire de 
cetylpyridinium, en abrdge denomme CFC. On proccde ensuite au comptage de la 
radioactivity des prccipitcs des cultures traitees ct des cultures temoins, qui est 
proportionnclle a la quantite de GAG syntbetises. 
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Mise en Evidence de I'art^yjf^ » 

Des fibroblastcs piovenant d'unc plastic roammaire dHinc fcmmc dc 
34 ans sont prepares a paitir du denne microdissequ6, comme prfcddcmmcnt ddcrit 
par R. L FRESHNEY dans I'ouvragc "Culture of Animal Cells ; a manual of basic 
5 technique- edit6 par A. R. USS, New York, 1983, pages 104-106. On enscmcncc 
Ics puits de culture d'unc boite multipuits a raison de 10 000 fibroblastcs par puits 
ct on met en culture pendant 24 h a 37* C dans un milieu de culture E 199 C 
(Gibco) contenant 10 % dc seium dc veau foetal. 

Au bout de 24 h. le milieu est retire ct rcmplacc par 100 microlitres dc 

10 milieu E 199 C sans scrum ct contenant le produit a tester, h savoir, dans Ic cas 
piesdnt, I'extrait U selon I'invention, solubilise dans I'eau, ou la mcmc quantit6 
d'cau dans le cas des cultures "tcmoins", et 4fiCi de glucosamine tritice, disponible 
dans le commerce sous la reference TRK 398 chez Amcrsham, France. On laisse 
incuber 48 h a 37* C. Lcs sumagcants sont alors regroupcs par 2 ct transf&cs dans 

15 des tubes Eppcndorf a vis. Chaquc tube contient dc ce fait du sumagcant issu de la 
culture d'unc quantitc initialc dc 20.000 cellules. A chacun des tubes on ajoute 200 
fd dHine solution a 0 ^ mg / ml de pronase, disponible dans le commerce chez 
Sigma, France, sous la rfifirence F5147, en solution dans du PBS contenant 0,02 % 
d'azide de sodium. On laisse agir une nuit S 37* C. La pronase est alois inactivce cn 

20 plongeant les tubes dans de I'eau bouillante pendant 5 minutes. 

Aprcs re&oidissemcnt a temperature ambiante, on ajoute a cette 
solution de GAG radiomarqu& 40 fd d'unc solution aqueuse d-un melange 1/1/1 
d'acide hyaluronique, dc dcrmatan sulfate, dc chondroitinc sulfate a 8 mg / ml, puis 
on copr^cipite I'ensemble dc ces glycosarainoglycancs par 40 fd d'unc solution k 

25 100 mg / ml dc CPC disponible dans Ic commerce chez Sigma, France, sous la 
reference C 9002. Aprcs agitation, on incube 30 minutes a temperature ambiante. 
On ccntrifiige le pr6cipit6, on aspire le surnageant et on remet le culot en 
suspension avec 400 fd d'unc solution dc CPC & 10 mg / ml. On agite 5 minutes. 
On solubilise Ic culot dans 500 /d de mdthanol, que Ton tiansffere cnsuite dans des 

30 fioles k scintillation contenant 10 ml dc liquide sdntillant. On corapte la 
radioactivity dc chaquc fiolc a I'aidc d'un comptcur k scintillations du type "Beta 1" 
de la societe Kontron, France. 

Parallelcment, on 6value la cytotoxicity du produit a tester sur les 
cellules par un test au sel de tctrazolium dcnomm6 cn abr6g6 XTT, tel que ddcrits 
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par ROEHM N. W, ct al. dans la revue Journal of Immunological Methods, 1991, 
142, pages 257-265. Ce test mesure la viabilitc cellulaire. 

Comme cela a ete dit plus haut, la quantity de GAG secretes par les 
cellules en culture est proportionnellc a la radioactivitc observ6e. Les rcsultats 
tfactivite de Tcxtrait U selon Tinvention figurcnt au tableau ci--dessous. Les 
concentrations de Tcxtrait ont 6i& choisies de telle sorte qu'elles ne modifient pas 
la viability cellulaire. 

Uactivite de I'extrait, exprim^e en pourcentage, est calculee selon la 
formule suivante : 

q-qo 

A= X 100 

qo 



dans laquelle : 

15 A : rcpresente Tactivitfi exprimce en pourcentage, 

qo : rcpresente la quantity de GAG radioactifs secretes dans les 
cultures tcmoin, exprimec en cpm, 

q : reprcscnte la quantitc de GAG radioactifs secr£l6s dans les cultures 
traitees par I'extrait selon invention, exprimce en cpm. 

20 

Enfin, Ics valeurs de radioactivite obtenue avcc les cultures traitees 
sont comparees a ccUcs des tdmoins par Ic lest "i" de Student en scries non- 
appariees, afin dc conclure sur la question de savoir si les augmentations de radio- 
activite obscrv6cs, done les augmentations de la synthcse des GAG, sont 
25 significatives au seuil p = 0,05. 



30 

V 



35 



wo 97/01345 



PCT/FR96/00997 



13 



Tableau He rfjaihatg 





QUANTTTEDEGAG 

SECRETES 
pour 2 xlO** cellules 
exprimee en cpm 


% 

D'ACnVIT 
E 


SIGNinCATIV 
ITE 


TEMOIN 


6737 ± 637 






1/ig/miai) 


6683 ±431 


-1 


NS 


2^^ /ml ai) 


8234 ±455 


+ 22 


S 


IQ^g/ml ai) 


16416 ± 919 


+ 144 


s 



S : significatif 



NS : non-significatif 



10 



Lc tableau ci-dessus dcmontrc dc fagon clairc que Textrait II, objet de 
rinvention, stimule de manicrc significative la production des GAG totaux par des 
fihioblastes denniques humains. 

Dc cc feit, les extiaits dc Tinvcntion, obtenus a partir dc la plantc du 
genre Foetidia, constituent des ingredients actife prccieux pour la fabrication de 
produits traitants cosmetiqucs ou phamiaceutiqucs, notamment dcmiatologiques. 

Dans cc cadre, diveiscs formulations de produits cosmetiqucs, 
phaimaceutiques, notamment dermatologiques vont maintenant ctre donnces a litre 
dMilustration, sans caractere limitatit 
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Exemple4! 
Gel hvdratant ; 

- Extrait d'6corces II, cxemple 1. 

- Ethanol 

-Glycerol 



O^g 



5g 
4g 



-Carbopol940® 

- Eau + conscrvatcurs qsplOOg 



On dissout Textrait U dans Tethanol puis on ajoute lc glycerol et une 
partie de I'cau, la partie rcstantc 6tant utilisde pour former un gel avec le Carbopol 
25 940®. Ensuiie, on rfialisc le mflange de la solution et du gel, conform6ment aux 
techniques de formulation dc gel bicn connues de Thomme de Tart. 
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Cc gel pcut ctrc utJlisfi 2 fois par jour pendant 3 scmaincs sur Ic visage 
ct sur le corps. Aprte traitcmcnt, la pcau rctrouvc une hydratation normalc, son 
elasticite et son 6clat. 



Excmple 5 : 

Crfeme de soin du buste : 

Cctte creme pr6sente la composition suivante : 

-E)rtraittf6coiccsI2 

- Palmitate de letinol 



10 - Extiait de centclla asiatica . 



.0,lg 
.0,03 g 
0,1 g 



- Phosphate d'ascorbyle (scl de magnesium) o,05 g 

-Glyc&ol 3g 

Paiticules de nylon . 2 g 

(Orgasol 2002 UD Nat cos disponible chcz Atochcm, France) 
15 - Excipient emulsionne + conservateuis et paifums qsplOOg 

On dissout Ics extrails rfccorces 12 ct de ccntella asiatica dans 
rcxcipient puis on ajoute Ics auties composants jusqu'a homog6n6itc de 
Tensemble. 

20 Cfette dime peut clre utilisce deux fois par jour pendant plusicuis 

semaines, par application topique sur le buste. Aprfes traitement, le buste rctrouve 
son dlastidte, sa fennete et son 6dsX. 

Exemple 6 : 

25 Crcmc de soin destinge a prcvcnir et luttcr contre l^apparition des vcrgeture5S : 
On utilise une composition prcscntant Ics ingredients suivants : 
-Extxaitll 



- Extiait d'hamam£lis... . o 



Ig 
2g 



- Glycerine 4 g 

- Glycoceramides de blfi g 

- Proteines de pois .... . . ^^^^ ; 2 g 

- Acide malique . . ^ 0,1 g 

- Excipicnt imulsionn^ qsp iqo g 
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On dissout les extiaits U et d'hamamais dans I'exdpicnt 6nulsionnc 
puis on ajoute les autres ingrfdients jusqu'l horoog6i6it« de rensemblc. 

On obtient ainsi une crfcmc qui pcut etre utilis6e locatemcnt, par 
application topique en massant jusqu'a pcnitration complete. Cfe tiaitcmcnt, qui 
5 peut etre prolong^ plusieuis scmaines. peimet de prevenir et de luttcr efBcacement 
centre I'appaiition des rides et ridules. 

Exempie 7 : 

Mascara anti-dessechant : 

On "^I'S* "nc composition coroprenant les ingredients actife suivanis : 
-Extiaitll 0,15 g 

- Adde byaluionique . q ^ g 

Ig 



- Ciie de carnauba. 

- Lanoline 



4g 

15 - Palmitate d'isopropyle 

- Circ (Tabcillc 



- Ozokerite . 



8g 
6g 



- Solution a 4 % de silicate de magnesium 12^ g 

- Gomme de cellulose qj^ 

20 -Qxydcdefernoir. 10 g 

- Moipboline ^ 1 g g 

- O^lymere de m6thacryloI^ylb6taine/ 

mdtbacrylate (Amcisctte® Amcichol Co^ USA) .... 12 g 

- Eau + conservateuis qsplOOg 

25 Cc mascara est pr6par6 selon les techniques classiques de rhomme de 

I'art, I'extrait II est introduit dans la phase aqueusc jusqu'a dissolution complete. 

Ce mascara repr&cnte une bonne adherence sur le cil. D'autrc part, on 
observera que I'adde hyalutonique renforce I'activit^ hydiatantc de I'extrait U de 
I'invention, cc qui pcrmct de maiiitcnir les fibres de keratine des cils bien 

30 hydrat&:s. 
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Exemple 8 : 

Baume traitant pour les Ifevres r 

On prepare une composition comprcnant les ingrfdicnts actife 

suivants : 

5 - Extrait U, cxcmple 1 ........^.-...„....^...„..,.., . 0 1 g 

- St^raramide... — — . . ^ 20 g 

- M6thylglucosc diol6atc 14 g 

- Mithylglucosc scsquist&ratc 6 g 

- Mtfthylglucosc poIyoxy6ihyl6n6 (Glucam ElO ®, 

10 AincicboIC6.,USA) ic- 

- Huile min^iale.. 4 g 

- Pigment 12 g 

- PEG 10 mcthylglucose sesquistearate 2^ g 

" Eau + conscrvatcurs qsp jqo g 

15 Cfe baume est prepare de manicrc classiquc dans les regies dc I'ait, 

Textrait U est inclus dans la phase aqueuse. 

Cc baume applique sur Ics Ifevrcs pcnnet de rcaliscr une bonne 
hydratation de celles-ci. 

20 E?gempley: 

Lotion capillair e "anti-chute'' 

On prepare une lotion comprenant les ingredients actife suivants : 

- Extrait 12, exemple 2 0,1 g 

~Ccraphyl60® 0,08 g 

25 - Cremophor RH40® 0,4 g 

-Alcoolcthylique 32 g 

- Excipient aqueux parfiim^ qsp 100 g 

Cettc lotion est utilisee en massages du cuir chevelu, de preference le 
matia En agissant sur la synthase des glycosaminoglycancs au niveau de la papille 
30 du folliculc pileux, cette lotion contribuc a rctarder ia chute des chcvcux. 
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Lotion capillair c "anti-chtite'' 

On prepare une lotion ayant la mcme composition que ccUc dccrilc a 
Tcxcmple 9, si ce n'cst qu'clle contient en outre 0,1 g de c^pharanthine pour 100 g 
5 de composition finale. 

Exemplell : 
Shampooing traifapr 

On prepare une composition pour shampooing comprenant les 
10 ingredients suivants : 

- Extrait II, cxemple 1 o,l g 

- Diethanolamine de coprah .2 g 

- Laurylethcr sulfate de sodium 0,5 g 

- Alkylglucosidc 15 g 

15 - Parahydroxybenzoate de methyle 0,5 g 

-Exdpient qsp 100 g 

L'invention comprend tons les moyens constituant dcs equivalents 
techniques des moyens d&rits ainsi que ieurs diverscs corabinaisons. En 
20 paiticulicr, Pinvention couvrc toute caract^ristique qui apparait ctrc nouvelle par 
rapport a un 6tat de la technique quelconque, h partir de la description et des 
revcndications prises dans leur ensemble. 
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REVENDICATfONS 



1. Cbmposition cosmetique, caract£ris£e en ce qu'elle comprend a titre 
d'ingredient actif, un extrait de plantes du genre Foeridia, en particulier de Tesp&ce 

S Foetidia a&icana. 

2. Cbmposition pharmaceutique, notamment dermatologique, a usage 
topiquc, caiactcrisec cn qu'elle comprend a titre d'ingredicnt actif, un extrait de 
plantes du genre Foctidia, cn particulier de Tespece Foctidia africana. 

3. Composition scion Tune des revcndications 1 ou 2, caract£risee 
10 parcc qu'elle comprend de 0,0001 % & 3 % en poids, et en particulier de 0,001 % a 

1 % en poids, de I'extrait de Foetidia pr£cite par rappoit au poids total de la 
composition finale. 

4. Cbmposition selon Tune des revcndications 1 a 3, caracterisee en ce 
que ladite composition est fonnulce pour une application topiquc, en particulier 

15 unc application topiquc cutance incluant la pcau et les muqucuses. 

5. Composition selon une des revcndications prcccdcntcs, caract6ris6e 
cn ce qu'elle comprend, cn outre, au moins un autre prindpc actif cn particulier 
choisi parmi le groupc consistant des rctinoidcs, des agents humcctants ou 
hydratants, des vitamines, des ceramides, des substances favorisant la synthcse de 

20 coUagtoe et des acides amin&. 

decomposition selon la revendication 5, caracterisee en ce que le 
rctinoide prccitc est choisi parmi I'acide r£tinoTque et scs sels et esteis, le 
rfitinaldchydc, ct le rctinol et scs esters, tels que propionate, palmitate, acetate ; 
Tagent humcctant ou hydratant prccitc est choisi parmi le glycerol, le 

25 poly6thyl6ncgIycol ct Tacide hyaluronique ; la vitamine precitee est choisie parmi 
la vitamine A, la vitamine C ct scs derives, cn particulier scs sels sodiques ou de 
magnesium, la vitamine E, la vitamine FP ct les vitamines du groupc B cn 
particulier B6 ct B12 ; la substance favorisant la synthese du coUagcne est choisie 
paimi un extrait de centella asiatica, le mad6cassoside, Tacide mad&assique, 

30 I'adde asiatique et Tasiaticoside, ct I'acide amin6 est choisi parmi la serine, la 
thrfonine, la leucine, la proline et Thydroxyproline. 

7. Cbmposition selon Tune des revcndications 1 a 6, notamment 
destinee au soin ou au traitcment des cheveux, caract6ns6e cn ce qu'elle contient 
cn outre au moins unc autre substance active, en une concentration efficace, 



wo 97/01345 



PCT/FR96/00997 



19 



choisic pami la quinine ou scs dcrivfe ; un rubefiant tcl que le nicotinatc de 

mfithyle ; un sumagcant dc culture dc fibroblastcs dc papillcs ; un hydrolysat dc 

kfiratinc ; un oligo-clcmcnt tcl que zinc, selenium, cuivrc ; un alcaloide 

bisbenzylisoquinolciquc tcl que Toxyacanthine ou la c6pharanthinc ; un inhibiteur 

5 de 5-a-reductasc tcl que la progesterone ; Tacctate dc cyprot6rone, Ic minoxidil, 

Tacidc azclalquc ct scs derives ; un 4^n)cthyl-4-azastcroide, en paiticulier la 17-p 

•N,N-di6thylcarbamoyM-mcthyl-4-aza-5^a-androstan-3-onc ; ou encore un 
extrait dc Screnoa repens. 

8. Cbmposition scion Tune dcs rcvendications prcccdcntcs, caracterisce 
10 en ce que Tcxtrait prcdt6 de Foetidia, en particulicr dc Foctidia africana, est un 

extrait d'ecorce de tronc. 

9. Cbmposition scion Tunc dcs rcvendications prcccdcntcs, caracterisce 
en ce que Textrait prccitc de Foetidia est un extrait obtenu par extraction avec un 
solvantpolairc,dc preference unalcool tcl que le methanol, rahanol, Ic propanol, 

15 risopropanol, le propylcncglycol ou le butylencglycol ou un melange de ccs 
alcools ou encore un melange hydro-alcoolique. 

10. Composition scion Tunc des rcvendications 1 a 8, caracterisce en ce 
que Textrait prccite de Foetidia est un extrait enrichi en saponines. 

11. Utilisation tfun extrait dc plantcs du genre Foctidia, en particulicr 
20 de respfecc Foetidia africana, Icdil extrait ctant, de preference, incorporc dans un 

cxcipient pharmaceutiquement ou dermatologiquemcnt acceptable, pour la 
preparation d'unc composition pharmaccutique ou dcnnatologique a usage topiquc 
ayant une activit6 de stimulation de la production de glycosaminoglycancs dans la 
pcau et les muqucuscs, en particulicr dans le derme ct dans rcpidcrme. 
25 12. Utilisation selon la revendication 11, caracterisce en ce que laditc 

composition est desrince a la prevention ou au traitement dcs peaux scchcs ou 
deshydratecs et/ou a la prevention et a la luttc contre Tapparition des vergclurcs 
et/ou a la prevention et au traitement des dcsordrcs de la croissancc des cheveux. 

13. Utilisation d'un extrait de plantes du genre Foetidia, en particulicr 
30 de Fesp&ce Foetidia africana cdmme agent cosm^tique, ledit agent ctant incorporc 

dans une composition cosmdtique. 

14. Utilisation scion la revendication 13, caractcrisfe en ce que ladite 
composition favorise la retention d'cau dans la peau et/ou presente une activite 
hydratantc et/ou un effet tcnscur attenuant le 'relief cutanc et les ridules 
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supcrficiellcs, contribuant a rcnforccr ia fonction dc barrifcrc dc la pcau ct/ou tiaitc 
ics cffcts du vicillisscracnt cutanc ct/ou am^Iiorc I'aspcct de la pcau ct/ou dc la 
chevelure ct/ou favorise la croissance des cheveux. 

15. Utilisation scion la rcvcndication 13, caractcriscc cn cc que ladite 
5 composition est dcstinec a la prevention ou au traitcment des peaux sfcches ou 

d&hydrat6es ct/ou a la prevention ct a la lutte contre Tapparition des vergcturcs. 

16. Utilisation scion Tunc des icvcndications 11 a 15, caractcris6c cn 
cc que la composition est telle que dcGnic dans Tune des rcvendications 1 a 10. 

17. Proccd6 dc traitcment cosm^tique dc la pcau, des muqueuscs, tellcs 
10 que Ics levies, ou des phancres, cn particulicr des cheveux, caractfixisc cn cc qu'fl 

comprend Tapplication topiquc sur Ics zones dc la pcau, des muqueuscs ou du 
scalp a trailer, tfunc composition contcnant un extrait dc plantcs du gentc Foctidia, 
cn particulicr dc I'cspccc Foctidia africana, present dans ladite composition a unc 
concentration cosmetiqucment cfEcacc. 

15 18.Proc£de scion la rcvcndication 17, caracterisec en cc que la 

concentration de Textrait de plante du genre Foctidia dans la composition precitcc 
est comprise cntre 0,0001 % et 3 % cn poids par rapport au poids total de ladite 
composition, dc pr6f6rcnce entrc dc 0,001 % a 1 %, Icdit extrait 6tant de preference 
incorpore dans un excipient cosmetiqucment acceptable. 

20 19. Proccdc dc traitcment dc cellules, cn particulicr dc fibroblasies ou 

dc kcratinocytes, en culture, pour obtcnir unc stimulation de la synthcsc des 
glycosaminoglycancs, caraacrise en cc qu'il consiste a introduirc dans Ic milieu de 
culture unc concentration cfRcace d'un extrait de plantcs du genre Foctidia, cn 
particulicr un extrait de plantcs de Tcspcce dc Foctidia africana, pour obtcnir la 

25 stimulation de ladite synthase. 

20. Proccdc scion la rcvcndication 19, caractcrisc en cc que lesdites 
cellules sont trait&s par un extmt de plantcs du genre Foctidia, en particulicr un 
extrait dc plantcs de I'espccc Foctidia africana, a unc concentration comprise entrc 
03 A<gAnl ct 30^fg/ml de milieu de culture. 

30 21. Proccdc scion la rcvcndication 19 ou 20, caract6ris6 cn cc qu'on 

ajoute au milieu de culture au moins unc substance choisic dans le groupc 
constitu6 dc la glucosamine, dc la g^lactosaminc, dc la L-prolinc et de la 4- 
hydroxy-L-prolinc h unc concentration comprise entrc 2 et 10 mM ainsi que dc 
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I'acide ascoibique ou de ses d£riv6s h une concentration non-cytotoxique, cn 
paiticulier a une concentration comprise entre 0,001 mM et 0^ mM. 

22. Utilisation du proc6d6 selon I'une dcs revendications 19 a 21 pour 
la preparation d'une peau ou d'un denne artificieL 
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